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Ylipaino on maailmanlaajuinen ongelma. Tähän mennessä markkinoilla olleet lääkkeet 
ovat olleet joko teholtaan liian heikkoja tai aiheuttaneet vakavia sivuvaikutuksia. Ruokaha-
luun vaikuttavia tekijöitä on tutkittu laajalti jo pitkään. Tutkimusten kohteina ovat olleet ve-
renkierron hormonit, useat amiinit ja aminohapot, joiden vaikutuksia on yleensä tutkittu tie-
tyllä aivoalueella, usein hypotalamuksessa. 
Tämä insinöörityö oli osa suurempaa tutkimusta, jonka tavoitteena on löytää lääke ylipai-
non hoitoon hyödyntäen asetyylikoliinisolujen vaikutusta ruokahaluun. Tämän projektin ta-
voitteena oli löytää aivoalueet, joilla asetyylikoliinisolujen sekä muiden hermosolujen aktii-
visuus muuttuu merkittävästi eri ruokintaryhmien välillä. Aivoalueet olivat striatum, nucleus 
accumbens, olfactory tubercule, septum, basal forebrain, PPT ja LDT. 
Työ aloitettiin tekemällä ruokintakokeet 18 hiirelle. Ruokintaryhmät olivat normaaliruokinta, 
paasto sekä paasto ja sen jälkeinen ruokinta. Hiirten aivot leikattiin 40 µm paksuiksi leik-
keiksi. Leikkeet värjättiin käyttäen fluoresoivia vasta-aineita. Primaarivasta-aineina käytet-
tiin asetyylikoliinisoluille anti-ChAT-vasta-ainetta ja solujen aktiivisuus tunnistettiin käyttäen 
anti-c-Fos-vasta-ainetta, joka värjää solujen tumaan muodostuvan c-Fos-proteiinin. Sekun-
daarivasta-aineena asetyylikoliinisoluille oli aallonpituus 488 nm:n fluoresoiva vasta-aine ja 
c-Fos-proteiinille aallonpituus 594 nm:n fluoresoiva vasta-aine. 
Kun leikkeet oli kuvattu fluoresenssimikroskoopilla, laskettiin solut aivoalueittain. Tilastolli-
sena analyysinä käytettiin yksisuuntaista ANOVA -varianssianalyysiä luottamusvälillä 0,05, 
jolla tutkittiin, eroaako jokin ryhmistä muista tilastollisesti merkitsevästi. Mikäli aivoalueella 
havaittiin tilastollisesti merkitsevää eroa ryhmien välillä, suoritettiin kaikkien ryhmien väli-
nen tilastollinen analyysi Wilcoxon-Mann-Whitney-analyysillä. 
Tilastollisesti merkitsevää eroa huomattiin kahdella aivoalueella c-Fos-proteiinia sisältävien 
solujen määrissä. Striatumissa ainoastaan paastoryhmän sekä paasto ja sen jälkeinen 
ruokinta -ryhmän välillä oli tilastollista eroa. Nucleus accumbensin aivoalueella tilastolli-
sesti merkitsevää eroa oli sekä normaaliruokintaryhmän ja paastoryhmän että normaaliruo-
kintaryhmän ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän välillä 
Avainsanat ACh, c-Fos, striatum, nucleus accumbens, olfactory tubrcule, 






Number of Pages 
Date 
Karri Niiranen 
Effect of hunger on the activity of acetylcholine cells  
 
33 pages + 4 appendices  
7 April 2017 
Degree Bachelor of Engineering 
Degree Programme Biotechnology and Food Engineering 
Instructors 
 
Teemu Aitta-aho, Postdoctoral Researcher 
Tiina Soininen, Senior Lecturer 
 
Obesity is a global problem. Drugs that have been brought to the market so far have either 
been too weak or had severe side effects. Factors that affect appetite have been studied 
for a long time. Research has focused on peripheral hormones, several amines and amino 
acids. Effects have usually been studied in one brain region, often in hypothalamus. 
This thesis was a part of a larger project to find a cure for obesity by targeting acetylcho-
line cells and the effects they have for appetite. The objective of this project was to identify 
those brain regions where activity of acetylcholine cells and other brain cells differ signifi-
cantly between different feeding groups. The brain regions were striatum, nucleus accum-
bens, olfactory tubercule, septum, basal forebrain, PPT and LDT. 
The project started by performing feeding experiments on 18 mice. The feeding groups 
were normal feeding, fasting and feeding after fasting. The brains of the mice were dis-
sected in 40 µm thick sections and dyed with fluorescent antibodies. Primary antibody for 
acetylcholine cells was the anti-ChAT antibody. Cell activity was identified by using the 
anti-c-Fos antibody. The c-Fos protein forms inside the cell nucleus. The secondary anti-
body for acetylcholine cells was a fluorescent antibody at wavelength 488 nm and, for c-
Fos, at wavelength 594 nm. 
After the sections were scanned with fluorescent microscopy, cells were counted by re-
gion. For statistical analysis, the one-way ANOVA variance analysis was used with the 
confidence level of 0.05, Through this analysis, it was studied if there was a significant dif-
ference between feeding groups. If there was significant statistical difference between 
groups within brain region. The statistical analysis between all groups was done by Wil-
coxon-Mann-Whitney analysis. 
Significant statistical difference in the number of cells with c-Fos-protein was detected only 
within two brain regions. In striatum, there was a statistical difference only between the 
fasting group and the feeding after fasting group. In nucleus accumbens, there was a sta-
tistical difference between the normal feeding group and the fasting group and also be-
tween the fasting and the feeding after fasting groups.  
Keywords ACh, c-Fos, striatum, nucleus accumbens, olfactory tubrcule, 
septum, basal forebrain, PPT, LDT 
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Lyhenteet 
ACh asetylcholine. Välittäjäaine. 
AgRP  agouti-related peptide. Peptidi, joka osallistuu ruokahalun säätelyyn. 
BT basal forebrain (pars basalis telencephali). Aivoalue. 
c-Fos cellular homologue of FBJ osteosarcoma virus. Aivojen aktiivisuusleima. 
c-fos edellisen lähetti-RNA. 
CART cocaine- and amphetamine-regulated transcript. Proteiini, joka osallistuu 
ruokahalun säätelyyn. 
ChAT choline acetyltransferase. Asetyylikoliinia muodostava entsyymi. 
EEG  elektroenkefalografia. Aivosähkökäyrä, joka muodostuu useiden hermoso-
lujen aktiivisuudesta. 
GABA gamma-aminobutyric acid. Keskushermoston inhibitorinen välittäjäaine.
LDT laterodorsal tegmental nucleus. Aivoalue. 
mAChRs muscarinic acetylcholine receptors. Muskariiniasetyylikoliinireseptorit ovat 
asetyylikoliinireseptoreiden alaluokka. 
nAChRs nicotinic acetylcholine receptors. Nikotiiniasetyylikoliinireseptorit ovat ase-
tyylikoliinireseptoreiden alaluokka. 
NPY neuropeptide Y. Peptidi, joka osallistuu ruokahalun ja rasvavarastojen sää-
telyyn. 
PBG parabigeminal nucleus. Aivoalue. 
PBS phosphate-buffered saline. Fosfaattipuskuriliuos. 
   
PET positroniemissiotomografia. Kuvantamismenetelmä, jolla voidaan kuvata 
metabolisia prosesseja elimistössä. 
POMC pro-opiomelanocortin. Proteiini, joka osallistuu ruokahalun säätelyyn.  
PPT pedunculopontinine tegmental nucleus. Aivoalue.  
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1 Johdanto 
Ylipainoa pidetään nykyisin maailmanlaajuisena ongelmana, ja sitä on kutsuttu jopa pan-
demiaksi. Ylipaino voi aiheuttaa mm. sydän- ja verisuonitauteja sekä tyypin 2 diabetesta. 
[1.] Monet tällä hetkellä markkinoilla olevista lääkkeistä ovat joko teholtaan heikkoja tai 
niiden pitkän ajan vaikutukset eivät ole tarpeeksi tasaisia. Markkinoilla on viimeisten vuo-
sikymmenien aikana ollut useita lääkeitä, jotka on jouduttu vetämään pois niiden aiheut-
tamien vakavien haittavaikutusten takia. [2.] Koska painonpudotus on hidasta ja paino 
palautuu helposti kuurin loputtua, tarvittaisiin lääke, jonka teho olisi tarpeeksi suuri ja 
tasainen, eikä sen teho heikkenisi ajan saatossa. 
Asetyylikoliinisolut toimivat aivoissa hermokudosmodulaattoreina, ja ne pystyvät muok-
kaamaan sekä koordinoimaan suurempia hermosoluryhmiä aivoissa. Niitä esiintyy myös 
paljon sellaisilla aivoalueilla, jotka osallistuvat dopamiinin eritykseen (striatum, nucleus 
accumbens, olfactory tubercule, septum, pars basalis telencephali (BT), pedunculopon-
tine tegmental nucleus (PPT) ja laterodorsal tegmental nucleus (LDT)). Dopamiini saa 
aikaan hyvänolotunteen, ja sen on osoitettu olevan tärkeässä roolissa päihdeongelmien 
kehittymisessä. Asetyylikoliinin (ACh) vaikutusta ruokahaluun ei ole vielä tutkittu paljoa, 
mutta sen osuutta Alzheimerin taudin syntyyn on tutkittu jo 1960-luvulta asti. [3.]  
Tutkimuksen tarkoituksena oli tunnistaa hiirten aivoista, ennalta valituilta alueilta, poik-
keavuuksia hermosolujen aktiivisuuden eroista eri kylläisyystilanteiden välillä. Työssä 
käytettiin apuna anti-c-Fos- ja anti-ChAT-vasta-ainevärjäyksiä. c-Fos-proteiinin värjäyk-
sellä saatiin tietoa hermosolujen aktiivisuudesta viimeisten tuntien ajalta ja anti-ChAT-
värjäyksellä pystyttiin tunnistamaan asetyylikoliinisolujen sijainti. Hiiret jaettiin kolmeen 
kuuden hiiren ryhmään, joilla jokaisella oli oma ruokintamalli. Ruokintamallit olivat nor-
maaliruokinta, paasto sekä paasto ja sen jälkeinen ruokinta. 
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2 Teoria 
2.1 Ruokahaluun vaikuttavat tekijät 
Ruokahaluun vaikuttavat niin fysiologiset kuin psykologisetkin tekijät. Psykologisten vai-
kutusten rajaaminen on melko hankalaa, sillä monet näkö-, haju- ja makuaistit aiheutta-
vat fysiologisen reaktion elimistössä. Eräässä tutkimuksessa on osoitettu lyhyen näkö-
havainnon lisäävän halua syödä kyseistä ruokaa ja koehenkilöt myös söivät usein yli 
kylläisyyspisteen. Tulokset kuitenkin vaihtelivat hyvin suuresti yksilöiden välillä, mikä 
osoitti ylisyömisen olevan hyvin yksilöllistä. [4.] Tästä hyvänä esimerkkinä on Pavlovin 
koira, joka oli ehdollistettu tuottamaan kuolaa kellon soidessa [5]. Hormonaalisista teki-
jöistä tärkeimmät ovat leptiini, greliini, insuliini ja tietyt neuropeptidit.  
Leptiini, jota muodostuu pääasiassa rasvakudoksessa, osallistuu ruokahalunsäätelyyn 
vähentäen näläntunnetta. Leptiini erittyy rasvakudoksesta verenkiertoon. Se signaloi ve-
renkierron välityksellä aivoille, erityisesti hypotalamukselle, elimistön energiavaraston 
määrästä. Leptiinin korkea määrä veressä kertoo aivoille rasvavarastojen olevan riittä-
vän suuret, jolloin näläntunne pienenee ja elimistö käyttää enemmän omia rasvavaras-
tojaan. Tämän pitkän aikavälin säätelyn ohella leptiinillä on todettu olevan myös lyhyen 
aikavälin vaikutusta ruokahaluun. Vatsalaukku erittää myös pieniä määriä leptiiniä, ja 
tämän epäillään hillitsevän syödyn ruoan määrää ja aiheuttavan kylläisyyden tunnetta. 
[6; 7.]  
Greliinin vaikutus ruokahalun säätelyyn on päinvastainen kuin leptiinin. Greliiniä erittyy 
vatsalaukusta ennen aterioita, mutta syömisen jälkeen sen eritys vähenee. Myös greliini 
vaikuttaa verenkierron välityksellä hypotalamukseen. Greliinin vaikutuksesta nälkä kas-
vaa ja elimistön energiavarastot suurenevat. Greliini vaikuttaa myös aivolisäkkeen kas-
vuhormonin eritykseen. Lyhyen aikavälin vaikutuksen lisäksi sillä on myös pitkän aika-
välin vaikutuksia. Greliini osallistuu elimistön painon säätelyyn yrittämällä pitää sen va-
kiona. [6.] 
Insuliini, jota muodostuu haiman β-soluissa, vaikuttaa ruokahaluun hyvin samanlaisella 
tavalla kuin leptiini. Myös insuliini vaikuttaa hypotalamukseen signaloimalla elimistön 
rasvavarastojen määrästä vähentäen näläntunteen määrää. Uusien tutkimusten mukaan 
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insuliini ja leptiini saattavat olla osallisia hyvänolontunteen säätelyyn, jonka jotkut ruoat 
saavat aikaan. [7.] 
Keskushermoston hypotalamus, aivorunko ja palkitsemiskeskukset osallistuvat ruokaha-
lun säätelyyn pääasiallisesti erittämällä neuropeptidejä. Hypotalamuksen ventromediaa-
linen hypotalaaminen tumake, lateraalinen hypotalaaminen tumake sekä nucleus arcua-
tus osallistuvat ruokahalun säätelyyn joko positiivisesti tai negatiivisesti. Ventromediaa-
linen hypotalaaminen tumake toimii ”kylläisyyskeskuksena” ja lateraalinen hypotalaami-
nen tumake ”nälkäkeskuksena”. Nucleus arcuatus toimii energisen homeostaasin ylläpi-
täjänä. Verenkierron hormonaaliset signaalit välittyvät sinne, koska sillä ei ole veri-ai-
voestettä suojana. Sillä on kahden tyyppisiä neuroneita, jotka säätelevät näläntunnetta. 
Toinen näistä vähentää näläntunnetta erittämällä neuropeptidejä, pro-opiomelanokortii-
nia (POMC) ja kokaiini- ja amfetamiini-säänneltyä kääntäjää (CART) ja toinen lisää nä-
läntunnetta erittämällä neuropeptidi Y:tä (NPY) ja AgRP:tä (agouti-related peptide). [8.]  
2.2 Asetyylikoliini ja kolinergiset hermosolut 
Asetyylikoliini toimii monien synapsien ja hermopäätteiden välittäjäaineena, kuten auto-
nomisen hermoston synapsien ja keskushermoston synapsien sekä parasympaattisten 
hermopäätteiden ja hermo-lihasliitosten välittäjäaineena [9]. Kuvassa 1 on 
asetyylikoliinin rakennekaava, molekyylipaino ja tunnistenumerot. 
 
Kuva 1: Asetyylikoliini ja sen perustiedot [10.] 
Asetyylikoliinisolut ovat nystyttömiä hermosoluja (kuva 2), joiden koko voi olla 30 µm 
halkaisijaltaan [11]. Ne ovat modulaatoreita, jotka muokkaavat suurempien hermosolu-
ryhmien toimintaa sekä toimivat myös välihermosoluina [12]. Asetyylikoliinisolun resep-
torit voidaan jakaa kahteen alaluokkaan, muskariini- (mAChR) ja nikotiinireseptoreihin 
(nAChR). Muskariinireseptorit voidaan jakaa vielä viiteen alaryhmään (M1–M5) ja niko-
tiinireseptorit 12 alaryhmään (α2—α10 ja β2—β4) [13]. 
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Kuva 2: Hiiren aivokudoksen asetyylikoliinisolujen vasta-ainevärjäys, aallonpituus 488 nm. Yl-
häällä anti-ChAT-vasta-ainevärjäys 1,8x suurennos, alhaalla anti-ChAT-vasta-ainevärjäys 20x 
suurennos. 
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2.3 Aivoalueet 
Kuvassa 3 näkyy aivojen etuosasta tutkittaviksi alueiksi valittujen striatumin, nucleus ac-
cumbenssin, olfactory tuberculen, septumin ja BT:n sijainnit leikkeellä sekä leikkeen etäi-
syys bregmasta. Valituilla aivoalueilla esiintyy paljon asetyylikoliinisoluja. 
 
Kuva 3: Hiiren aivoalueiden sijainnit 1) Etäisyys bregmasta 0,86 mm A) Striatum, B) Nucleus 
Accumbens, C) Olfactory Tubercule, D) Septum; 2) Etäisyys bregmasta 0,14 mm A) Basal Fo-
rebrain 
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 Striatum 
Striatumin tehtäviin lukeutuu motoristen liikkeiden säätely. Tähän säätelyyn osallistuvat 
pääasiallisesti glutamaattihermosolut ja GABAergiset solut. [14.] Asetyylikoliinisolut, joita 
on 1–2 % striatumin hermosoluista, toimivat säätelijöinä, joiden tehtävä on tasapainot-
taa, heikentää tai vahvistaa striatumiin saapuvia hermoimpulsseja [12].  
Striatum osallistuu myös päätöksentekoon ja palkitsemisjärjestelmän toimintaan. Tes-
teissä on pystytty osoittamaan, että eräät tehtäväorientoituneet hermosolut aktivoituvat 
tavoitteeseen kohdistuvan päätöksenteon yhteydessä ja pysyvät aktiivisina aina palkin-
non saantiin asti. Striatumia on tutkittu myös monien keskushermostosairauksien yhtey-
dessä tunnistettaessa sairauden syntyyn johtaneita syitä. Sillä on todettu olevan osuu-
tensa ainakin Huntingtonin taudin, pakko-oiretaudin, Touretten syndrooman, monisys-
teemiatrofian ja Parkinsonin taudin syntyyn. [15.] 
 Nucleus accumbens 
Nucleus accumbens voidaan jakaa kahteen osaan, ytimeen ja kuorikerrokseen. Se si-
jaitsee aivoissa striatumin ja olfactory tuberculen välissä. Nucleus accumbens osallistuu 
dopamiinin erityksellä ainakin oppimiseen, motivaatioon ja päihdeongelmien syntyyn. 
Sillä on positiivisen palkitsemisen lisäksi myös osuus vastenmielisten asioiden ennakoi-
misessa. Mikäli jokin asia koetaan vastenmieliseksi ja se onnistutaan välttämään, nu-
cleus accumbens vapauttaa dopamiinia ja näin vahvistaa kyseistä toimintaa. [16.] Toinen 
esimerkki nucleus accumbensin vaikutuksesta ennakoivaan toimintaan on sen osallistu-
minen lumelääke-vaikutuksen muodostumisessa [17]. Nucleus acumbenssissa on myös 
oksitosiinireseptoreita, jotka osallistuvat äidinvaistojen syntyyn. Näiden määrä vaihtelee 
suuresti yksilöiden väleillä [18]. 
 Olfactory tubercule 
Olfactory tubercule on kolmikerroksinen aivojen osa, joka sijaitsee nucleus accumbensin 
alapuolella. Sen kolinergiset solut sijaitsevat pääasiallisesti Callejan saarekkeissa. Ol-
factory tubercule on myös näiden saarekkeiden, jotka ovat todellisuudessa sauvamaisia 
rakenteita, dopamiinisolujen kautta yhteydessä nucleus accumbensiin. Olfactory tuber-
culen tehtäviin kuuluu hajuratoja pitkin saapuvien samanaikaisten aistimusten käsittely. 
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Seuraamalla hermoratoja, jotka päättyvät olfactory tuberculeen, on pystytty päättele-
mään, että olfactory tuberculella on rooli hajujen käsittelyssä. Eräässä tutkimuksessa on 
osoitettu, että olfactory tubercule osallistuu mahdollisesti joidenkin hajujen diskriminaa-
tioon. [19.] 
Olfactory tubercule osallistuu myös moniaistilliseen prosessiin. Sen on havaittu yhdistä-
vän haju-, kuulo- ja näköaisteja kokonaisuuksiksi ja eräässä ihmistutkimuksessa on huo-
mattu äänien vaikuttavan ihmisten ruoan havainnointiin olfactory tuberculen kautta. Sillä 
on havaittu olevan myös vaikutusta käyttäytymiseen. Olfactory tuberculen on havaittu 
vaikuttavan rotilla kiihottumiseen, huomiokykyyn ja jopa liikkumiskykyyn. Sillä on myös 
osuus keskushermoston palkitsemis- ja motivaatiokäyttäytymiseen dopamiinisolujen vä-
lityksellä sekä suuri vaikutus riippuvuuden syntyyn. [16.] 
 Septum 
Septumin alueen tehtäviin kuuluu hyvänolontunteen säätely ja palkitsemisjärjestelmän 
avustama oppiminen. Dopamiinilla on keskeinen rooli kummassakin toiminnassa. [20.] 
  Pars basalis telencephali 
Pars basalis telencephalista käytetään yleisesti nimeä basal forebrain (BT). Sen eri 
tehtävissä ovat keskeisesti mukana asetyylikoliinisolut. Eräässä tutkimuksessa huo-
mattiin asetyylikoliinisolujen aktivoitumisen saavan aikaan ruokahalun vähentymisen. 
Pitkäkestoisen (48 tuntia) aktivoimisen aikana hiirien ruokahalu pieneni huomattavasti 
ja lyhytkestoisella aktivoimisella ruokahalu väheni 25 %. [21.] Tutkimuksissa on myös 
pystytty osoittamaan, että vauriot kolinergisissä soluissa BT:n alueella saavat aikaan 
huomiokyvyn, keskittymisen, oppimisen ja muistin heikkenemistä [22]. BT:n asetyyliko-
liinisolut osallistuvat myös heräämisen ja REM-unen säätelyyn. Asetyylikoliinisolujen 
aktiivisuus on puolestaan erittäin vähäistä syvän unen aikana [23]. 
 Pedunculopontinine tegmental nucleus 
Kuvassa 4 näkyy aivojen takaosasta tutkittaviksi alueiksi valittujen PPT:n ja LDT:n sijain-
nit leikkeellä sekä leikkeen etäisyys bregmasta. Kuvaan on myös merkitty parabigeminal 
nucleus (PBG), jota ei valittu lopulta mukaan.  
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Kuva 4: Hiiren aivoalueiden sijainnit 3) Etäisyys bregmasta -4,60 mm A) PPT, B) PBG; 4) Etäisyys 
bregmasta -4,96 mm A) LDT 
Pedunculopontinine tegmental nucleus (PPT) koostuu pääasiallisesti kolinergisista, glu-
tamaati- ja GABAergisista hermosoluista. Riippuen alueesta, kolinergisia soluja on 25–
75 % soluista. Ne osallistuvat vahvasti heräämisen ja REM-unen säätelyyn. [24.] PPT 
osallistuu myös liikkeiden säätelyyn, ja sen on osoitettu olevan ainakin jossain määrin 
osallinen Parkinsonin taudin syntyyn. Tämä on pystytty osoittamaan kuoleman jälkeisellä 
ruumiinavauksella. Sillä on myös osuutensa tarkkaavaisuuteen, oppimiseen ja palkitse-
misjärjestelmään. [25.] 
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 Laterodorsal tegmental nucleus 
Laterodorsal tegmental nucleus (LDT) osallistuu emotionaalisen tilan säätelyyn ja toimii 
osana aivojen äänistä aktivoituvaa hälytysjärjestelmää [26]. Se osallistuu myös yhdessä 
PPT:n kanssa REM-unen säätelyyn [27]. 
2.4 c-Fos-proteiini ja hermosolun aktiivisuuden havainnointi 
Proteiinia nimeltä c-Fos (cellular homologue of FBJ osteosarcoma virus) käytetään laa-
jalti tunnistamaan hermosolun aktiivisuutta parin edellisen tunnin aikana. Kyseistä pro-
teiinia koodaa c-fos-niminen lähetti-RNA, ja proteiini kertyy solun tumaan. Myös lähetti-
RNA c-fos voidaan värjätä vasta-aineilla, mutta yleisesti käytetään c-Fos-proteiinia. 
Tämä johtuu lähetti-RNA:n ja proteiinin syntynopeuden erosta. Lähetti-RNA c-fos muo-
dostuu nopeasti, ja jo 10 minuutin kuluttua geenin aktivoitumisesta se pystytään löytä-
mään tumasta vasta-ainevärjäyksen avulla. Sen tuotannon piikki on jo 30 minuutin koh-
dalla, ja se laskee tämän jälkeen nopeasti. Proteiinin muodostumisessa puolestaan kes-
tää 30 minuuttia ennen kuin se saavuttaa tarvittavan pitoisuuden tumassa, jotta se voi-
daan löytää (kuva 5). Sen tuotannon piikki on 30–60 minuutin kohdalla geenin aktivoitu-
misesta. Proteiini voidaan löytää tumasta vasta-aineita käyttämällä vielä kahdesta vii-
teen tuntia geenin aktivoitumisesta. Tutkijoille tämä antaa aikaa lopettaa eläimet niin, 
ettei ole vaaraa siitä, että nukutus aiheuttaisi aktiivisuutta tutkittavissa soluissa. [28.] 
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Kuva 5: Hiiren aivokudoksen c-Fos-proteiinin vasta-ainevärjäys, aallonpituus 594 nm. Ylhäällä 
anti-c-Fos-vasta-ainevärjäys 2x suurennos, alhaalla anti-c-Fos-vasta-ainevärjäys 15x suurennos 
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2.5 Tutkimusmenetelmät ja hiiret tutkimuksissa 
Ylipainon ehkäisemiseksi on tutkittu lähes kaikkia ruokahaluun vaikuttavia amiineja (se-
rotoniini, dopamiini, noradrenaliini ja histamiini), aminohappoja (hypotalaaminen GABA 
ja hypotalaaminen glutamaatti), asetyylikoliinia sekä verenkierron hormoneita (insuliini, 
leptiini, greliini ja peptidi YY) [29]. Hiirille tutkimuksia on suoritettu käyttämällä vasta-ai-
nevärjäyksiä, positroniemissiotomografiaa (PET) tai elektroenkefalografiaa (EEG) ja 
niiltä voidaan mitata aineenvaihduntatuotteita uloshengitysilmasta tai ulosteesta. Ihmi-
sillä tutkimuksia on suoritettu käyttäen hyväksi PET-kuvantamista ja EEG:tä. Vasta-ai-
nevärjäyksiä ei elävillä ihmisillä voida suorittaa, koska tämä vahingoittaisi heidän aivo-
kudostaan, mutta ruumiilla on suoritettu vasta-ainevärjäyksiä pienistä aivonäytteistä. 
Tutkimuksissa on käytetty hyväksi myös haastatteluja ja ruokapäiväkirjoja. 
Hiiret soveltuvat ylipainon tutkimiseen hyvin, sillä niillä ylipaino aiheuttaa samanlaisia 
ongelmia kuin ihmisillä. Hiirillä on myös samankaltainen aivorakenne kuin ihmisillä. [30.]  
3 Menetelmät 
3.1 Hiiret ja ruokintakokeet 
Tutkimuksessa käytetyt eläimet olivat C57BL/6J-kannan uroshiiriä, joita oli yhteensä 18. 
Kyseinen kanta on yleisimmin käytetty sisäsiittoinen kanta prekliinisissä tutkimuksissa. 
Vaikka kanta on vastustuskykyinen monille kasvaimille, ne ovat alttiita useille mutaati-
oille. Kanta on myös altis ruokavaliolla aiheutetulle liikalihavuudelle, tyypin 2 diabetek-
selle sekä valtimonkovettumataudille, jotka kaikki liittyvät lisääntyneen syömisen aiheut-
tamiin sairauksiin, ja siten tämä eläinmalli on validi syömisen mekanismien tutkimiseen. 
Kannan koko genomi on myös sekvensoitu. [31.] Taulukossa 1 on hiirten tarkemmat tie-
dot. 
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Taulukko 1: Hiiret ja ruokintaryhmä 
 
Hiiret jaettiin kolmeen eri ruokintaryhmään, jotka olivat normaaliruokinta, paasto sekä 
paasto ja sen jälkeinen ruokinta. Normaaliruokintaryhmässä hiiret saivat jatkuvasti ruo-
kaa. Paastoryhmässä hiiriltä otettiin ruoka pois klo 18.00 kunkin ryhmän aloituspäivänä. 
Hiiret olivat syömättä 26 tuntia, jonka jälkeen hiiret lopetettiin. Paaston pituudeksi valittiin 
26 tuntia, koska se on hiirille pitkä aika. Hiirien painonmuutoksessa tai metabolia-ar-
voissa ei pitemmällä paastolla saavutettaisi juuri mitään eroa. Erään tutkimuksen mu-
kaan hiiret kuolivat viiden päivän paaston jälkeen. Hiirille ei haluttu aiheuttaa turhaa kär-
simystä. [32.] Kolmannessa ruokintaryhmässä, eli paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryh-
mässä, hiiriltä otettiin ruoka pois aloituspäivänä klo 18.00. Hiiret olivat syömättä 24 tuntia, 
jonka jälkeen ne saivat syödä kahden tunnin ajan, kunnes ne lopetettiin. Kaikilla hiirillä 
oli vettä saatavilla koko ajan. Ruokintakokeet suoritettiin neljässä satunnaistetussa 
erässä yhden viikon aikana, jotta systemaattisten virheiden määrä olisi mahdollisimman 
pieni. Ensimmäisen erän kokeet aloitettiin 1.6.2016 klo 18.00 ja lopetettiin seuraavana 
päivänä klo 20.00. Viimeinen eli neljäs erä aloitettiin 7.6.2016 klo 18.00 ja lopetettiin 
seuraavana päivänä klo 20.00. Kokeet aloitettiin klo 18.00 valojen sammuessa, koska 
hiiret pimeäaktiivisina eläiminä syövät yöaikaan. 
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Hiiret punnittiin kolme kertaa kokeen aikana. Ensimmäinen punnitus tapahtui kunkin erän 
aloituspäivänä klo 18.00. Punnitustuloksista saatiin jokaiselle hiirelle aloituspaino. Seu-
raavan kerran hiiret punnittiin seuraavana päivänä klo 18.00. Kolmas punnituskerta oli 
juuri ennen hiirien lopetusta 26 tuntia kokeen aloituksen jälkeen klo 20.00. Myös ruoan 
kulutusta seurattiin punnitsemalla 24 tuntia kokeen alkamisen jälkeen niiden hiirien 
ruoan määrä, jotka eivät olleet paastoryhmässä. Jäljellä olevan ruoan määrä punnittiin 
kaksi tuntia myöhemmin. Ruoan kulutusta seurattiin vain kahdella ryhmällä, koska paas-
toryhmässä olleet hiiret eivät saaneet ruokaa missään vaiheessa 26 tuntia kestäneen 
kokeen aikana. 
3.2 Näytteiden valmistelu 
 Perfusointi ja jäädytys 
Ruokinnan jälkeen hiiret nukutettiin käyttäen Mebunat Vet -nukutusainetta, joka sisältää 
60 mg/ml pentobarbitaalia. Kun hiiren refleksit olivat kadonneet ja syvä anestesia saa-
vutettu, mutta sydän vielä löi, sijoitettiin pumpun syöttöneula hiiren sydämen vasempaan 
kammioon ja tehtiin viilto oikeaan kammioon. Näin syötettävät nesteet pääsivät kiertä-
mään koko elimistön läpi ilman, että verisuonisto vaurioitui. Ensin hiiren suonistoon pum-
pattiin PBS-liuosta, jolla saatiin pestyä veret pois kudoksista. Tämän jälkeen kudoksiin 
syötettiin 4-prosenttista paraformaldehydiliuosta, jolla kudokset saatiin jähmettymään. 
Kun hiiren raajat ja häntä olivat jäykistyneet, aivot voitiin poistaa kallosta. Aivot laitettiin 
4-prosenttiseen paraformaldehydiliuokseen, jonka lämpötila pidettiin lähellä 0 °C. Seu-
raavana päivänä aivot siirrettiin 30-prosenttiseen sukroosiliuokseen tarkoituksena pois-
taa aivoissa vielä ollut vesi, jotta kudokset eivät olisi vaurioituneet seuraavassa vai-
heessa jääkiteiden muodostumisen vuoksi. Aivojen annettiin olla 4 °C:n lämpötilassa, 
kunnes ne upposivat pohjalle.  
Aivojen jäädyttämiseen käytettiin kiinteää hiilidioksidia, jonka avulla saavutettiin noin -80 
°C:n lämpötila. Näin aivot saatiin jäädytettyä mahdollisimman nopeasti. Ensin aivot upo-
tettiin muutamaksi sekunniksi noin -40 °C:n isopentaaniin tarkoituksena jäädyttää aivo-
jen pintaosa nopeasti säilyttäen näin aivojen luontainen makroskooppinen muoto. Tä-
män jälkeen aivot laskettiin -80-asteiselle metallilevylle, jossa aivojen annettiin olla, kun-
nes ne olivat jäätyneet kokonaan. Lopuksi aivot käärittiin parafiinikalvon sisälle ja ne pei-
tettiin foliolla. Tämän jälkeen aivot säilytettiin pakastimessa -20 °C:n lämpötilassa. 
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 Kryostaattileikkaus 
Kryostaattileikkaus suoritettiin Leica CM3050S -kryostaatilla (kuva 6). Jäädytetyt aivot 
kiinnitettiin liimaamalla näytealustaan. Alustaa pystyttiin säätämään, jotta aivot saatiin 
mahdollisimman suoraan. Leikkeen paksuudeksi valittiin 40 µm. Leike jäi metallialustan 
ja lasin väliin, jolloin se pysyi sileänä. 
 
Kuva 6: Leica CM3050S kryostaattileikkuri 
Leike siirrettiin metallilevyltä jäätymisenestoaineeseen, jossa oli 50 % PBS-liuosta, 25 % 
etyleeniglykolia ja 25 % glyserolia, käyttäen ohutkärkistä pensseliä. Yhdestä aivosta saa-
tiin 96 leikettä. Koko laitteen sisätila pidettiin -20 °C:ssa. 
 Vasta-ainevärjäys 
Värjäys aloitettiin pesemällä leikkeet kuusikuoppalevyssä PBS-liuoksella (tarkemmat 
ajat ja määrät liite 1:ssä). Pesu PBS-liuoksella suoritettiin aina ennen seuraavaa vai-
hetta, paitsi blokkauksen ja primäärivasta-aineliuotuksen välissä. Seuraavaksi leikkeet 
lämmitettiin eppendorfputkissa 80 °C:ksi sitraattiliuoksessa (taulukko 2). Tämän jälkeen 
leikkeitä liuotettiin 24-kuoppalevyssä yksi tunti blokkausliuoksessa. Ensimmäisen päivän 
lopuksi leikkeet siirrettiin anti-cFos-primäärivasta-aineliuokseen, jossa leikkeiden annet-
tiin olla 4 °C:ssa 24 tuntia. Vasta-aineet (taulukko 3) laimennettiin aina blokkausliuok-
seen. 
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Taulukko 2: Vasta-ainevärjäyksen liuosten valmistuksessa käytetyt aineet 
 
Taulukko 3: Vasta-ainevärjäyksen vasta-aineet 
 
Toisena päivänä leikkeet siirrettiin pesun jälkeen anti-ChAT-primäärivasta-aineliuokseen 
ja niiden annettiin olla 4 °C:ssa yli yön. Kolmantena päivänä leikkeet siirrettiin pesun 
jälkeen 24-kuoppalevylle (kuva 7), jossa joka kuopassa oli molemmat sekundaarivasta-
aineet samassa liuoksessa. Leikkeiden annettiin olla kaksi tuntia huoneenlämmössä va-
lolta suojattuna. Kaikki inkuboinnit suoritettiin käyttäen levysekoittajaa. Viimeisenä vai-
heena leikkeet siirrettiin pesun jälkeen näytelasille ja peitettiin peitinlasilla. Näyte- ja pei-
tinlasin väliin laitettiin Calbiochemin FluorSave-kiinnitysainetta, jolla lasit saatiin kiinnitty-
mään toisiinsa ja parantamaan näytteiden kuvaamista sekä suojaamaan fluoresoivia se-
kundäärivasta-aineita. Valmiit näytteet säilytettiin 4 °C:ssa valolta suojattuna. 
  
Kuva 7: Vasemmalla 6-kuoppalevy, oikealla 24-kuoppalevy. Leikkeiden pesu suoritettiin 6-kuop-
palevyllä ja muut reaktiot 24-kuoppalevyllä 
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3.3 Fluoresenssimikroskopointi, kuvankäsittely ja solujen laskenta 
Leikkeet kuvattiin ensin käyttäen Zeiss Axio Imager -mikroskooppia. Kyseisellä mikro-
skoopilla yhden leikkeen kuvaamiseen kului aikaa noin 15 minuuttia, koska aivoleike-
kuva muodostuu 20-kertaisella suurennoksella lähes 300 yksittäisestä kuvasta. Lisäksi 
yhteen liitettyjen kuvien saumat muodostavat tummempia viivoja kokonaiskuvaan. Tämä 
näkyy hyvin kuvassa 8 ylhäällä. 
 
Kuva 8: Hiiren aivokudosleikkeen vasta-ainevärjäys. Ylhäällä: Zeiss Axio Imager, kuvien liitokset 
näkyvissä, alhaalla: 3DHistech Pannoramic 250 FLASH II, kuvan laatu tasainen. 
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Kuvaamisen keston ja laadun takia mikroskoopiksi valittiin Helsingin yliopiston Geenibio-
logian osaston 3DHistech Pannoramic 250 FLASH II digitaalinen objektilasiskanneri. Ku-
vien ottamiseen kulunut aika lyheni ja kuvan laadusta tuli parempi, mutta laitteen käyttö 
tuli taloudellisesti kalliimmaksi. 
3DHistech Pannoramic 250 FLASH II:lla kuvatuista aivoleikkeistä rajattiin aivoalueet ja 
kopioitiin TIFF-muotoon. Aivoaluekuvat toimitettiin Biomedicumin kuvantamisyksikköön 
tohtori Ville Rantaselle, joka suoritti solujen laskennan itse ohjelmoimallaan kuvankäsit-
telyohjelmalla annettujen laskentaparametrien mukaisesti.  
3.4 Vasta-ainevärjäysmenetelmän optimointi testivärjäyksillä 
Ennen varsinaisten vasta-ainevärjäysten aloittamista testattiin vasta-ainevärjäysmene-
telmää, jossa molemmat primaarivasta-aineet olivat yhtä aikaa inkuboitumassa samassa 
kuopassa (tarkat ohjeet sekä käytetyt reagenssit ja liuokset liite 2:ssa). Tätä oli käytetty 
onnistuneesti muutamassa aiemmassa tutkimuksessa. Kyseisen menetelmän toteutta-
minen kesti kaksi päivää. Vasta-ainevärjäys aloitettiin pesemällä leikkeet PBS-liuoksella. 
Pesu PBS-liuoksella suoritettiin aina ennen seuraavaa vaihetta, paitsi blokkauksen ja 
primäärivasta-aineliuotuksen välissä. Tämän jälkeen näytteiden annettiin olla 30 min 80 
°C:ssa sitraattiliuoksessa, jonka jälkeen näytteiden annettiin jäähtyä huoneenlämpöi-
siksi. Seuraavaksi leikkeet laitettiin blokkausliuokseen tunniksi. Tämän jälkeen leikkeet 
siirrettiin primaarivasta-aineliuokseen (goat anti-ChAT AB144P, Millipore ja rabbit anti-
cFos sc-52, Santa Cruz) yön yli 4 °C:ssa. Seuraavana päivänä leikkeet siirrettiin sekun-
daarivasta-aineliuokseen (donkey anti-rabbit 594 ab150076, Abcam ja donkey anti-goat 
488 A-11055, Life Technologies) kahdeksi tunniksi. Lopuksi leikkeet siirrettiin pesun jäl-
keen näytelasille ja peitettiin peitinlasilla. Näyte- ja peitinlasin väliin laitettiin Calbioche-
min FluorSave-kiinnitysainetta. 
Ensimmäinen vaihe oli löytää syy asetyylikoliinisolujen punaiseksi värjäytymiseen. Sen 
toteuttamiseksi järjestettiin testivärjäys, jossa aina yhteen kahden leikkeen kuoppaan tuli 
eri yhdistelmä primaari- ja sekundaarivasta-aineita. Vasta-ainevärjäys suoritettiin käyt-
täen samaa menetelmää (liite 2) sekä samoja vasta-aineita kuin edellisessä vaiheessa. 
Ainoana erona oli, ettei kaikkia vasta-aineita laitettu kaikkiin kuoppiin. Yhteen kuoppaan 
laitettiin asetyylikoliinisolujen primaarivasta-aine ja sille c-Fos-proteiinin sekundaari-
vasta-aine sekä toiseen kuoppaan päinvastoin. Lopuissa neljässä kuopassa jätettiin yksi 
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neljästä primaari- ja sekundaarivasta-aineesta pois, että yhdessä kuopassa oli kolme 
neljästä vasta-aineesta paikalla ja kaikki yhdistelmät saatiin aikaiseksi.  
Toinen vaihe oli löytää toimiva menetelmä. Tällä kertaa toinen vasta-aineista ei ollut fluo-
resoiva, vaan käytettiin nikkeliä sisältävää DAB-menetelmää. DAB-värjäyksessä (liite 3) 
tutkittava kohde muuttuu tummaksi, eikä päästä kirkaskenttämikroskopoinnissa valoa 
läpi kovin hyvin, jolloin kohde havaitaan kuvassa tummana pisteenä (kuva 9).  
 
Kuva 9: Hiiren aivokudoksen vasta-ainevärjäys. Ylhäällä vasemmalla: DAB-vasta-ainevärjäys, yl-
häällä oikealla: anti-ChAT 647 -vasta-ainevärjäys, alhaalla: yhdistelmäkuva 
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DAB-menetelmä aloitettiin pesemällä leikkeet. Pesu PBS-liuoksella suoritettiin myös 
tässä menetelmässä aina ennen seuraavaa vaihetta, paitsi blokkauksen ja primaari-
vasta-aineliuotuksen välillä. Tämän jälkeen leikkeiden annettiin olla yksi tunti vetyperok-
sidissa. Seuraavaksi leikkeet siirrettiin blokkausliuokseen yhdeksi tunniksi, jonka jälkeen 
leikkeet inkuboitiin primaarivasta-aineessa (rabbit anti-cFos sc-52, Santa Cruz), johon 
lisättiin kaksi tippaa biotiinia. Leikkeiden annettiin olla yön yli 4 °C:ssa. Seuraavana päi-
vänä leikkeet inkuboitiin sekundaarivasta-aineessa (horse biotinylated anti-rabbit BA-
1100, Vector Laboratories) kaksi tuntia. Seuraavaksi leikkeitä inkuboitiin tunnin ajan 
ABC-liuoksessa (Vector Laboratories). Tämän jälkeen leikkeet siirrettiin ABC-liuos kitin 
mukana tulleeseen nikkelipitoiseen reagenssiin noin viideksi minuutiksi. Kesto määräytyi 
sen mukaan, kuinka tummiksi näytteet halusi. Seuraavaksi leikkeet blokattiin anti-ChAT-
primaarivasta-ainetta varten yksi tunti. Leikkeitä inkuboitiin primaarivasta-aineessa (goat 
anti-ChAT AB144P, Millipore) yön yli 4 °C:ssa. Kolmantena päivänä leikkeitä inkuboitiin 
sekundaarivasta-aineessa (donkey anti-goat 647 ab150131, Abcam) kaksi tuntia, jonka 
jälkeen leikkeet siirrettiin näytelasille ja peitettiin peitinlasilla. Näyte- ja peitinlasin väliin 
laitettiin Calbiochemin FluorSave-kiinnitysainetta. 
Kolmannen vaiheen testivärjäyksessä käytettiin uutta primaarivasta-ainetta c-Fos-prote-
iinille. Tätä vasta-ainetta oli käytetty aiemmin muutamassa kokeessa onnistuneesti. Me-
netelmän molemmat vasta-aineet olivat fluoresoivia, joten vaiheet olivat samat kuin en-
simmäisessä vasta-ainevärjäyksessä (liite 2). Ainoa ero oli käytetyt vasta-aineet. Pri-
maarivasta-aine asetyylikoliinisoluille oli sama, mutta c-Fos-proteiinin primaarivasta-aine 
oli rabbit anti-cFos PC05. Sekundaarivasta-aineet olivat donkey anti-goat 647 ab150131 
asetyylikoliinisoluille ja donkey anti-rabbit 488 ab150073 c-Fos-proteiinille. 
Neljännessä vaiheessa testivärjäyksenä käytettiin alkuperäisiä vasta-aineita, mutta tällä 
kertaa inkuboitiin näytteet ensin c-Fos-proteiinin primaarivasta-aineessa 3–10 tuntia. En-
simmäisessä kuopassa leikkeet olivat 3 tuntia c-Fos-proteiinin primaarivasta-aineessa, 
jonka jälkeen leikkeet pestiin ja siirrettiin inkuboitumaan asetyylikoliinisolujen primaari-
vasta-aineeseen yön yli. Kaksi muuta kuoppaa olivat menetelmältään muuten samat, 
paitsi että näytteitä inkuboitiin toisessa kuopassa ensin kuusi tuntia c-Fos-proteiinin pri-
maarivasta-aineessa ja kolmannessa kuopassa 10 tuntia. Menetelmä oli lähes täysin 
sama kuin lopulliseen vasta-ainevärjäykseen käytetty menetelmä (liite 1). Ainoana erona 
oli primaarivasta-aineiden inkubointiin käytetty aika. 
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4 Tulokset 
4.1 Vasta-ainevärjäysmenetelmän optimoinnin tulokset 
Valitun menetelmän ensimmäisessä testikuvassa, jossa nähtiin molemmat vasta-aineet, 
huomattiin ongelma. Asetyylikoliinisolut olivat värjäytyneet sekä vihreällä että punaisella 
ja c-Fos-proteiini oli värjäytynyt vain punaisella. Jostakin syystä c-Fos-proteiinille tarkoi-
tetut primaari- ja sekundaarivasta-aineet olivat värjänneet myös asetyylikoliinisolut pu-
naisiksi (kuva10).  
 
Kuva 10: Hiiren aivokudoksen vasta-ainevärjäys. Ylhäällä anti-ChAT 488 -vasta-ainevärjäys, ku-
vassa asetyylikoliinisolut värjäytyneet vihreiksi. Alhaalla anti-c-Fos 594 -vasta-ainevärjäys. Ku-
vassa c-Fos-proteiini ja asetyylikoliinisolut värjäytyneet punaisiksi, asetyylikoliinisolujen ei pitäisi 
näkyä punaisella. 
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Ensimmäisen vaiheen kuvista havaittiin, että asetyylikoliinisolut värjäytyivät punaisiksi 
ainoastaan silloin, kun primaarivasta-aineet olivat molemmat samaan aikaan paikalla ja 
käytettiin c-Fos-proteiinin sekundaarivasta-ainetta. Tästä pääteltiin, että c-Fos-proteiinin 
primaarivasta-aine tarttuu asetyylikoliinisolun primaarivasta-aineeseen eikä näin pe-
seydy pois asetyylikoliinisolusta, ja näin c-Fos-proteiinin sekundaarivasta-aine päätyy 
myös asetyylikoliinisoluun. 
Toisen vaiheen kuvista huomattiin, että menetelmän hyvänä puolena oli c-Fos-proteiinin 
erottuminen kuvasta hyvin. ChAT-värjäykseen olisi voinut myös käyttää vasta-ainetta, 
joka fluoresoi 647 nm:n aallonpituudella, jolla on vähemmän taustaväriä kuin 488 nm:n 
ja 594 nm:n aallonpituuksilla. Huonona puolena oli DAB-värjäyksen kesto sekä värjäyk-
sessä että kuvaamisessa. Myös nikkelipitoisen reagenssin reagointiaika oli hyvin tarkka, 
noin minuutin tarkkuudella, muutoin näytteet tummuivat liikaa ja kuvaaminen ei olisi on-
nistunut kunnolla. Koska leikkeitä värjättiin 32 samalla kertaa, joista neljä leikettä oli sa-
massa 24-kuoppalevyn kuopassa, leikkeiden nostaminen kuopista nopeassa tahdissa 
oli melko hankalaa ja riski näytteiden liialliseen tummumiseen oli liian suuri. Menetelmä 
kesti kokonaisuudessaan kolme päivää. Edellä mainittujen syiden johdosta kyseinen me-
netelmä ei soveltunut varsinaisten vasta-ainevärjäysten suorittamiseen. Taulukossa 4 
on eri vaiheissa käytetyt vasta-aineet ja menetelmän toimivuus. 
Taulukko 4: Käytetyt vasta-aineet vaiheittain ja toimivuus 
 
Kolmannen vaiheen menetelmän kesto oli kaksi päivää, eikä siinä ollut suurta riskiä epä-
onnistua. Valitettavasti tämä vasta-aine ei toiminut leikkeillä toivotulla teholla, joten jou-
duttiin miettimään vielä neljättä menetelmää. 
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Neljännen vaiheen tulokset näyttivät sitä paremmilta, mitä pitempään leikkeet olivat c-
Fos-proteiinin vasta-aineessa. Lopulta päädyttiin käyttämään menetelmää, jossa leik-
keet olivat ensin c-Fos-proteiinin primaarivasta-aineessa noin 24 tuntia, jonka jälkeen 
näytteet pestiin ja siirrettiin asetyylikoliinisolujen primaarivasta-aineeseen inkuboitu-
maan yön yli. 
4.2 Punnitustulokset 
 Hiirten painon muutos 
Hiiret (kuusi hiirtä per ryhmä) punnittiin ennen ruokintakokeen alkua klo 18.00 juuri ennen 
valojen sammumista. Vaikka hiirien painojen välillä oli jonkin verran vaihtelua, se ei ollut 
kovin suurta. Hiirien alkupaino vaihteli välillä 26,0–33,3 grammaa. Välipunnitus tapahtui 
24 tuntia myöhemmin. Punnitus tehtiin jälleen juuri ennen valojen sammumista. Tällä 
kertaa havaittiin jo selvää eroa painojen muutoksissa eri ryhmissä. Normaaliruokintaryh-
mässä painot pysyivät melko samoina. Muutosta oli vain joitakin gramman kymmenyksiä 
kumpaankin suuntaan. Suurimmillaan paino muuttui tässä ryhmässä -0,6 grammaa. 
Paastoryhmässä sekä paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä ei havaittu silmiinpis-
tävää eroa. Näissä ryhmissä paino laski kaikilla hiirillä ja muutos oli välillä 1,7–4,9 gram-
maa. Kolmas punnitus suoritettiin kaksi tuntia välipunnituksen jälkeen klo 20.00. Tällöin 
eroa syntyi muihin ryhmiin verrattuna ainoastaan paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryh-
mässä, jossa paino oli noussut kaikilla hiirillä 1,1–1,8 grammaa. Normaaliruokinta- ja 
paastoryhmä olivat puolestaan laihtuneet 0,1–0,5 grammaa. Kaikki työn tarkat tulokset 
näkyvät liitteessä 4. 
Kokonaispaino muuttui normaaliruokintaryhmässä olleilla hiirillä alle yhden gramman, 
kun taas paastoryhmässä sekä paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä muutos oli 
noin -3…-5 grammaa. Tosin hiiri KN012 pudotti 26 tunnin aikana painoa vain 0,3 gram-
maa. Tämä johtui siitä, että se ei ensimmäisen 24 tunnin paaston aikana pudottanut pai-
noa kuin 1,7 grammaa, joka oli huomattavasti vähemmän kuin muut hiiret samassa ryh-
mässä. Kyseinen hiiri kuitenkin söi kahden tunnin ruokinta-ajanjaksolla yhtä paljon kuin 
muutkin hiiret ryhmässä. Kuvassa 11 on ruokintaryhmien painonmuutosten keskiarvot. 
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Kuva 11: Painonmuutoksen keskiarvo (g) ryhmittäin eri aikaväleillä 
 Ruoan kulutus 
Ruoan määrä punnittiin ennen ja jälkeen viimeisen kahden tunnin ruokinta-ajan. Paas-
toryhmä ei saanut ruokaa, joten tästä ryhmästä ei ole siten ollenkaan punnitustuloksia. 
Normaaliruokintaryhmässä olleet hiiret söivät kahden tunnin aikana 0,2–0,6 grammaa 
ruokaa, ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä olleet hiiret söivät samassa ajassa 
0,6–1,1 grammaa ruokaa. Painon muutoksiin vaikutti myös nautitun veden määrä, jota 
hiiret saivat juoda halutessaan vapaasti. Veden määrän kulutusta ei seurattu, mutta läh-
tökohtaisesti oletettiin, ettei se vaikuta painon muutoksiin merkittävästi. Ruoan kulutuk-
sen keskiarvot ryhmittäin ovat kuvassa 12. 
 
Kuva 12: Ruoankulutuksen keskiarvo (g) ryhmissä. Paastoryhmä ei saanut ruokaa kokeen aikana 
ollenkaan. 
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4.3 Solujen laskenta 
Solujen laskennassa käytettiin raja-arvoina solun kirkkautta, kokoa sekä kirkkauden suh-
detta ympäröivään taustaan. Asetyylikoliinisolujen koko rajattiin kokonaisen solun suu-
ruiseksi. Pienemmät vihreät alueet olivat todennäköisesti joko hermoratojen haarakkeita 
tai autofluoresoivaa taustavaloa. c-Fos proteiinin aiheuttama fluoresoiva alue rajattiin so-
lun tuman kokoiseksi, sillä proteiini levittäytyy tumaan. Kuvassa 13 valkoisella rajatut 
alueet laskettiin mukaan.  
 
Kuva 13: c-Fos- ja ChAT-solujen laskenta. Valkoisella rajatut alueet laskettu mukaan ja pinkillä 
(vasen) tai punaisella (oikea) värillä rajatut alueet ovat soluja, joita ei laskettu mukaan. 
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 Striatum 
Kuvassa 14 on vasemmalla striatumin asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. 
Oikealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmittäin ja ryhmille 
on suoritettu Wilcoxon-Mann-Whitney-analyysi pareittain. 
 
Kuva 14: Striatum. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla c-Fos-prote-
iinia sisältävät solut. Kahden ryhmän väliset testit suoritettu Wilcoxon-Mann-Whitney-analyysillä  
(* = tilastollisesti merkitsevä ero, # = tilastollisesti ei merkitsevä ero). 
Striatumissa asetyylikoliinisolujen määrässä oli havaittavissa vaihtelua melko runsaasti 
eri hiirien välillä, mutta eri ruokintaryhmien välillä vaihtelu jäi melko pieneksi. Tätä osattiin 
odottaa, sillä oletusarvo oli, ettei 26 tuntia kestävän ruokintakokeen aikana asetyylikolii-
nisolujen määrä ehdi kasvaa merkittävästi. Tilastollinen yksisuuntainen ANOVA -ana-
lyysi myös varmisti, ettei ruokintaryhmien välillä ollut tilastollisesti merkitsevää eroa luot-
tamusvälillä 0,05 (p-arvo = 0,188473). 
Striatumin solujen aktiivisuudessa havaittiin selvää eroa. c-Fos-proteiinia havaittiin 
paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän soluissa eniten, mutta hajonta oli suurta. Nor-
maaliruokintaryhmässä oli havaittavissa myös paljon hajontaa. Normaaliruokintaryhmän 
vaihtelut saattavat hyvinkin johtua hiirten ruokailun ajankohdasta. Suuren soluaktiivisuu-
den omaavat hiiret olivat mahdollisesti syöneet juuri muutaman tunnin aikana ennen nii-
den lopettamista, kun taas alhaisen soluaktiivisuuden hiiret olivat syöneet useamman 
tunnin aikaisemmin ja olisivat ruokailleet vasta lopettamisen jälkeen. Paastoryhmässä 
solumäärät olivat tasaisesti alhaiset. Ryhmien väliset erot c-Fos-proteiinia sisältävien so-
lujen määrissä pystyttiin myös osoittamaan tilastollisesti luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 
0,02606). 
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Tuloksista voitiin päätellä syömisen aiheuttavan kyseisellä alueella aktiivisuutta hermo-
soluissa. Tämä oli odotettavissa, sillä striatum osallistuu palkitsemisjärjestelmän toimin-
taan vahvasti. Kuvassa 15 näkyy yksittäisten aivojen c-Fos-proteiinia sisältävien solujen 
määrät. 
 
Kuva 15: c-Fos-proteiinia sisältävien solujen määrät aivoittain. Vasemmalta: 1–6 normaali, 7–12 
paasto ja 13–18 paasto ja sen jälkeinen ruokinta. 
 Nucleus accumbens 
Kuvassa 16 on vasemmalla nucleus accubenssin asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokin-
taryhmittäin. Oikealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmittäin 
ja ryhmille on suoritettu Wilcoxon-Mann-Whitney-analyysi pareittain. 
 
Kuva 16: Nucleus accumbens. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla 
c-Fos-proteiinia sisältävät solut. Kahden ryhmän väliset testit suoritettu Wilcoxon-Mann-Whitney-
analyysillä (* = tilastollisesti merkitsevä ero, # = tilastollisesti ei merkitsevä ero). 
Nucleus accumbenssin asetyylikoliinisolujen määrä oli lähes sama eri ruokintaryhmissä. 
Vaikka vaihtelua oli hieman keskiarvoissa, johtui tämä pääasiallisesti hajonnan vaihte-
lusta ruokintaryhmien välillä. Tilastollisesti tämä pystyttiin myös osoittamaan yksisuun-
taisella ANOVALLA luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 0,2241).  
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c-Fos-proteiinia sisältävien solujen määrässä havaittiin selvää eroa eri ruokintaryhmien 
välillä. Vähiten niitä oli normaaliruokintaryhmässä, noin puolet enemmän paastoryh-
mässä, ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä c-Fos-proteiinia oli yli neljä kertaa 
enemmän kuin normaaliruokintaryhmässä. Paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän 
suuri c-Fos-määrä johtuu todennäköisesti nucleus accumbenssin osallisuudesta palkit-
semisjärjestelmän toimintaan. Syy paastoryhmän suurempaan c-Fos-proteiinin määrään 
oli todennäköisesti alueen osuus motivaatioon sekä vastenmielisten asioiden välttelyyn. 
Tilastollisesti pystyttiin osoittamaan luottamusvälillä 0,05, että eri ruokintaryhmien välillä 
oli eroa (p-arvo = 0,003983). Kuvassa 17 näkyy yksittäisten aivojen c-Fos-proteiinia si-
sältävien solujen määrät. 
 
Kuva 17: c-Fos-proteiinia sisältävien solujen määrät aivoittain. Vasemmalta: 1–6 normaali, 7–12 
paasto ja 13–18 paasto ja sen jälkeinen ruokinta. 
 Olfactory tubercule 
Kuvassa 18 on vasemmalla olfactory tuberculen asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokin-
taryhmittäin. Oikealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmit-
täin. 
 
Kuva 18: Olfactory tubercule. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla c-
Fos-proteiinia sisältävät solut. 
   28 
  
Olfactory tuberculen asetyylikoliinisolujen määrissä ei ollut suuria eroja, mutta silmämää-
räisesti paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä niiden määrä oli hieman korkeampi 
kuin normaaliruokintaryhmässä ja paastoryhmässä. Tilastollisesti näiden ryhmien välillä, 
luottamusvälillä 0,05, ei kuitenkaan ollut eroa (p-arvo = 0,795894). 
c-Fos-proteiinin määrissä oli keskiarvoissa pientä eroa. Paasto ja sen jälkeinen ruokinta 
-ryhmässä proteiinia sisältäviä soluja oli lähes kaksinkertaisesti verrattuna normaaliruo-
kintaryhmään sekä paastoryhmään, mutta ero ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkit-
sevä luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 0,215779). Tämä johtui melko suuresta hajonnasta 
ryhmien sisällä. Mikäli hiiriä olisi ollut enemmän kuin kuusi ryhmää kohden, voisi tilastol-
lista eroa syntyä ryhmien välille, mutta sitä ei pystytty tällä kertaa todistamaan.   
 Septum 
Kuvassa 19 on vasemmalla septumin asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. 
Oikealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. 
 
Kuva 19: Septum. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla c-Fos-prote-
iinia sisältävät solut. 
Septumin alueella asetyylikoliinisoluja oli keskiarvoisesti selvästi vähiten normaaliruokin-
taryhmän hiirillä. Paastoryhmän ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän välillä ei eroa 
solujen määrissä suuremmin havaittu. Tilastollisesti merkitsevää eroa ei kuitenkaan ha-
vaittu ryhmien välillä luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 0,064395). 
c-Fos-proteiinia sisältävien hermosolujen keskiarvoisissa määrissä oli silmämääräisesti 
merkittävää eroa. Normaaliruokintaryhmän keskiarvo oli noin 50 % pienempi kuin paas-
toryhmän ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän. Paastoryhmän c-Fos-proteiinia 
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sisältävien solujen määrän olisi voinut olettaa olevan pienempi tai yhtä suuri kuin nor-
maaliruokintaryhmän, koska kyseinen aivoalue osallistuu palkitsemisjärjestelmän toimin-
taan sekä hyvänolontunteen säätelyyn. Tilastollisesti ryhmien välillä ei kuitenkaan ollut 
merkitsevää eroa luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 0,165234). Tämä johtui ryhmien suu-
resta hajonnasta. 
 Pars basalis telencephali 
Kuvassa 20 on vasemmalla BT:n asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. Oi-
kealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. 
 
Kuva 20: Basal forebrain. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla c-Fos-
proteiinia sisältävät solut. 
BT:n asetyylikoliinisolujen keskiarvot olivat lähes samansuuruiset. Yksisuuntaisella 
ANOVA -analyysillä ei myöskään havaittu tilastollisesti merkitsevää eroa luottamusvälillä 
0,05 (p-arvo = 0,795894). 
c-Fos-proteiinin määrissä ei havaittu silmämääräisesti merkittävää eroa BT:ssa eri ruo-
kintaryhmien välillä. Pientä eroa oli havaittavissa normaaliruokintaryhmän ja paastoryh-
män sekä paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän välillä, mutta erot keskiarvoissa olivat 
hyvin pieniä. Tilastollisesti merkitsevää eroa ei havaittu luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 
0,830768). 
 Pedunculopontinine tegmental nucleus 
Kuvassa 21 on vasemmalla PPT:n asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. Oi-
kealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. 
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Kuva 21: PPT. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla c-Fos-proteiinia 
sisältävät solut. 
Asetyylikoliinisolujen keskiarvot olivat PPT:n alueella hyvin samansuuruisia. Pientä, 
muutaman solun eroa, oli normaaliruokintaryhmässä verrattuna kahteen muuhun ruokin-
taryhmään. Tilastollisesti merkitsevää eroa ei ollut ryhmien välillä luottamusvälillä 0,05 
(p-arvo = 0,392496). 
c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvot olivat hyvin samansuuruiset. Suurimman 
keskiarvon omaavassa normaaliruokintaryhmässä oli keskimäärin 4 solua enemmän 
kuin pienimmän keskiarvon ryhmässä, joka oli paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmä. 
Tilastollisesti merkitsevää eroa ei ryhmien välillä ollut luottamusvälillä 0,05 (p-arvo = 
0,882254)    
 Laterodorsal tegmental nucleus 
Kuvassa 22 on vasemmalla LDT:n asetyylikoliinisolujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. Oi-
kealla on c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvo ruokintaryhmittäin. 
 
Kuva 22: LDT. Solumäärien keskiarvot, vasemmalla asetyylikoliinisolut, oikealla c-Fos-proteiinia 
sisältävät solut. 
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Asetyylikoliinisolujen määrien keskiarvoissa oli hieman eroja. Vähiten soluja oli normaa-
liruokintaryhmän hiirillä. Toiseksi suurin solujen keskiarvo oli paastoryhmän hiirillä ja eni-
ten soluja oli paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmän hiirillä. Ryhmien sisäinen hajonta 
oli kuitenkin niin suurta, ettei tilastollisesti merkitsevää eroa ryhmien välillä ollut luotta-
musvälillä 0,05 (p-arvo = 0,10455). 
c-Fos-proteiinia sisältäviä soluja löytyi keskiarvoisesti vähiten normaaliruokintaryh-
mässä. Ero ei kuitenkaan ollut kuin hieman yli kymmenen solua verrattuna paastoryh-
mään sekä paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmään, joissa oli lähes saman verran 
soluja. c-Fos-proteiinia sisältävien solujen hieman suurempi määrä paastonneissa ryh-
missä voi johtua LDT:n osuudesta emotionaalisten tuntemusten käsittelyyn.  
4.4 Tulosten vertailu muihin tutkimuksiin 
Eräässä tutkimuksessa hiiriä oli tutkittu kahdessa eri ryhmässä, paastoryhmässä ja 
paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä. Molemmat ryhmät (6 hiirtä) paastosivat 36 
tuntia, jonka jälkeen paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmä sai syödä kaksi tuntia. Nu-
cleus accumbensin alueella Wun ym. tutkimusryhmä havaitsi paasto ja sen jälkeinen 
ruokinta -ryhmän hermosoluaktiivisuuden lisääntyneen merkittävästi. Hiirillä, jotka saivat 
syödä paaston jälkeen, havaittiin c-Fos-proteiinia sisältäviä soluja olevan keskimäärin 
noin 140 kappaletta. Paastoryhmällä keskiarvo oli noin 10 solua. [33.] Tulokset ovat sa-
mansuuntaisia tässä työssä saatujen tulosten kanssa, jotka olivat paastoryhmässä kes-
kiarvoisesti noin 55 solua ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryhmässä noin 115 solua. 
Toisessa tutkimuksessa oli keskitytty pienempään alueeseen septumia kuin tässä 
työssä. Ryhminä oli normaaliruokintaryhmä, paastoryhmä sekä paasto ja sen jälkeinen 
ruokinta -ryhmä. Paasto kesti 24 tuntia ja sen jälkeinen ruokinta kaksi tuntia. Hiiriä oli 8 
per ryhmä. Tulokset olivat hyvin samanlaisia kuin tässä työssä saadut. Horii-Hayashi ym. 
olivat saaneet c-Fos-proteiinia sisältävien solujen keskiarvoiksi normaaliruokintaryh-
mälle noin 5 solua, paastoryhmälle noin 10 solua ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -
ryhmälle noin 10 solua. [34.]  Keskiarvot olivat tässä työssä normaaliruokintaryhmässä 
noin 15 solua, paastoryhmässä noin 30 solua ja paasto ja sen jälkeinen ruokinta -ryh-
mässä noin 30 solua. 
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Muista aivoalueista ei löytynyt suoraan verrattavissa olevia tutkimuksia. Koska septumin 
ja nucleus accumbenssin tulokset vastasivat hyvin muiden saamia tuloksia, voidaan olet-
taa, ettei muillakaan alueilla ole virheellisiä tuloksia. 
5 Yhteenveto 
Eläinkokeet onnistuivat hyvin, eikä ruokintakokeiden tuloksissa ollut paljoa hajontaa. Tu-
lokset olivat johdonmukaisia ryhmien sisällä. Näytteiden valmistelussa kuitenkin tuli on-
gelmia. Vaikka alku sujui hyvin ja saatiin valmiiksi ilman ongelmia, vasta-ainevärjäys ei 
toiminut toivotulla tavalla. Ensimmäisten koevärjäysten jälkeen havaittiin ongelma pri-
maarivasta-aineiden osalta. Jostain syystä asetyylikoliinisolut värjäytyivät sekä anti-
ChAT- sekä anti-c-Fos-vasta-aineilla, jolloin kuvien tulkitseminen olisi ollut mahdotonta. 
Useiden koevärjäysten jälkeen onnistuttiin löytämään toimiva protokolla, jolla saatiin 
kohdesolut värjäytymään ainoastaan niille tarkoitetuilla fluoresoivilla vasta-aineilla. 
Seuraavana vaiheena oli saatujen leikkeiden kuvaaminen. Tässä vaiheessa ei tullut vas-
taan ongelmia, sillä vaihtoehtoja oli alusta asti kaksi. Kummallakin menetelmällä otettiin 
testikuvat ja valittiin parhaiten työhön sopiva menetelmä. Kuvien suuren määrän joh-
dosta tähän vaiheeseen kuitenkin kului aikaa lähes kuukausi. Kuvankäsittelyvaiheessa 
oli työn kannalta vaikein ongelma. Solujen tunnistamisen ja laskemisen vaikeutena oli 
leikkeiden autofluoresoiva taustaväri, solujen epätasainen värin intensiteetti sekä solujen 
epäsäännölliset reunat ja koko. Solumäärät saatiin laskettua kuitenkin riittävällä tarkkuu-
della, jotta tilastollinen analyysi oli mahdollinen. 
Asetyylikoliinisolujen keskiarvoissa ei, odotusten mukaan, löytynyt tilastollista eroa ruo-
kintaryhmien välillä. Asetyylikoliinisoluja ei muodostunut lisää 26 tuntia kestäneen ruo-
kintakokeen aikana missään ryhmässä. Tilastollista eroa oli c-Fos-proteiinia sisältävien 
solujen määrissä ruokintaryhmien välillä kahdella aivoalueella (striatum ja nucleus ac-
cumbens). 
Hajonnat olivat ryhmien sisällä melko suuria ja ryhmien melko pieni koko (6) ei pienen-
tänyt keskiarvon keskivirheen suuruutta riittävästi, jotta voitaisiin päätellä kaikkien aivo-
alueiden tilastollinen merkitsevyys tarkasti. Kolmelta alueelta (olfactory tubercule, sep-
tum ja LDT) saattaisi löytyä tilastollisesti merkitsevää eroa c-Fos-proteiinia sisältävien 
solujen määrissä, mikäli otoskoko olisi suurempi. 
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Asetyylikoliinisolujen ja c-Fos-proteiinia sisältävien solujen kolokalisaatiota ei pystytty 
valitettavasti tutkimaan halutulla tavalla. Kolokalisaatiosta olisi pystytty seuraamaan ase-
tyylikoliinisolujen suoraa aktiivisuutta. Seuraavassa vaiheessa tutkimusta kannattaa kes-
kittyä pienemmälle alueelle, suurentaa ryhmäkokoa sekä kehittää kuvankäsittelyä. Mikäli 
leikkeiden määrä pysyy kohtuullisella tasolla, kannattaa kokeilla DAB-värjäystä kolokali-
saation etsimiseen.  
Tutkimuksia aiheesta ei ole vielä paljoa, sillä aihe on melko uusi. Kyseiset kaksi tutki-
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Fluoresenssivärjäysprotokolla, ChAT ja c-Fos toimiva versio  
Antibodies 
cFos 
primary AB: rabbit anti-cFos, sc-52, Santa Cruz 
secondary AB: donkey anti-rabbit 594, ab150076, Abcam 
ChAT 
primary AB: goat anti-ChAT, AB144P, Millipore 
secondary AB: donkey anti-goat 488, A-11055, Life Technologies 
------------------- 
FIRST DAY 
*wash 3x5 min in PBS (make sure 1xPBS when using PBS) 
*antigen retrieval,  sections in eppendorfs in citrate 10 mM pH 8.5, use heatblock  
 80 °C (15 min) 
*let cool to room temp BEFORE washing 
*wash 3x5 min in PBS 
*blocking 1 h in RT in blocking solution: 
 3% BSA/10% donkey serum/0.3% Triton/in PBS 
*Primary antibodies dilution 
 1:500 rabbit anti-cFos, sc-52, Santa Cruz 
*incubate 24 h in +4°C 
dilute these antibodies in blocking solution (prepared above) 
------------------- 
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*wash 3x5 min in PBS 
*Primary antibody dilution 
 1:100 goat anti-ChAT, Millipore, AB144P 
*incubate o/n in +4°C 




*wash 3x5 min in PBS 
*Secondary antibodies dilution 
 1:1000 donkey anti-rabbit 594, ab150076, Abcam 
 1:1000 donkey anti-goat 488, A-11055, Life Technologies 
*incubate 2h in RT (NOTE! protect from light) 
*wash 3x5min in PBS 
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Blocking solution calculations: 
3 % BSA      0.15 g 
10 % donkey serum      0.5 ml 
0.3 % Triton     15 µl 
PBS      add to 5 ml 
Primary antibodies dilution calculations: 
c-Fos: 
rabbit anti-cFos 1:500     1 µl 
blocking solution     500 µl 
ChAT: 
goat anti-ChAT 1:100     5 µl 
blocking solution     500 µl 
Secondary antibodies: 
donkey anti-rabbit 594 1:1000    0.5 µl 
donkey anti-goat 488 1:1000    0.5 µl 
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primary AB: rabbit anti-cFos, sc-52, Santa Cruz 
secondary AB: donkey anti-rabbit 594, ab150076, Abcam 
ChAT 
primary AB: goat anti-ChAT, AB144P, Millipore 
secondary AB: donkey anti-goat 488, A-11055, Life Technologies 
FIRST DAY 
*wash 3 x 5 min in PBS (make sure 1xPBS when using PBS) 
*antigen retrieval, sections in eppendorfs in citrate 10 mM pH 8.5, use heatblock   
 80 °C (30 min) 
*let cool to room temp BEFORE washing 
*wash 3x5min PBS 
*blocking 1 h in RT in blocking solution: 
 1% BSA/Donkey serum 10%/0.3% Triton/in PBS 
*Primary antibodies dilution 
 1:100 goat anti-ChAT, AB144P, Millipore 
 1:500 rabbit anti-cFos, sc-52, Santa Cruz 
 dilute these antibodies in blocking solution (prepared above) 
*incubate o/n in +4°C 
SECOND DAY 
 
*wash 3x5min in PBS 
*Secondary antibodies dilution 
 1:1000 donkey anti-goat 488 A-11055, Life Technologies 
 donkey anti-rabbit 594, ab150076, Abcam 
*incubate 2h in RT (NOTE! protect from light) 
*wash 3x5min 
*mount on microscopic slides and coverslip 
Liite 2 




For one well 
Blocking solution calculations: 
3 % BSA       0.15 g 
10 % donkey serum      0.5 ml 
0.3 % Triton      15 µl 
PBS      add to 5 ml 
Primary antibodies dilution calculations: 
rabbit anti-cFos 1:500     1 µl 
goat anti-ChAT 1:100     5 µl 
blocking solution     500 µl 
Secondary antibodies dilution calculations: 
donkey anti-rabbit 594 1:1000    0.5 µl 
donkey anti-goat 488 1:1000    0.5 µl 
blocking solution     500 µl 
 
Liite 3 
  1 (4) 
 
  
Fluoresenssivärjäysprotokolla, ChAT ja DAB 
FIRST DAY 
*wash 3 x 5 min in PBS (make sure 1xPBS when using PBS) 
*antigen retrieval, citrate 10 mM pH 8.5 (30 min) 
*let cool to room temp BEFORE washing 
*wash 3 x 5 min in PBS (make sure 1xPBS when using PBS) 
*endoperoxidase quenching with H2O2, 1 h in RT 
*wash 3 x 5 min in PBS 
*blocking 1 h in RT in blocking solution: 
 3% BSA/10% horse serum/0.3% Triton/in PBS + avidin 2 tippaa / 500 µl 
*Primary antibody dilution 
 1:500 rabbit anti-cFos sc-52 + biotin 2 tippaa / 500 µl 
*incubate o/n in +4°C 
 
SECOND DAY – part one (cFos secondary) 
*wash 3 x 5min in PBS 
*Secondary antibody dilution 
1:200 horse biotinylated anti-rabbit, Vector cat#BA-1100 
*incubate 2h in RT (NOTE! protect from light) 
(prepare ABC solution (2 microL A + 2 microL B + 500 microL PBS) 
 let incubate 30 min in dark) 
*wash 3 x 5 min in PBS 
*incubate ABC solution 1h in RT- protect from light! 
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*wash 3 x 5 min 
*DAB reaction with nickel (vetokaapissa!), time determined by user 
*wash 3 x 5min 
 
SECOND DAY – part two (ChAT primary) 
*blocking 1 h in RT in blocking solution: 
 1% BSA / 10% donkey serum / 0.3% Triton / in PBS 
*Primary antibody dilution 
 1:100 goat anti-ChAT, Millipore AB144P 
*incubate o/n in +4°C 
 
THIRD DAY – (ChAT secondary) 
*wash 3 x 5 min in PBS 
*Secondary antibody dilution 
 1:1000 donkey anti-goat 488 A-11055, Life Technologies 
*incubate 2h in RT (NOTE! protect from light) 
*wash 3x5min 
*mount on microscopic  
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Example volume calculations: 
 
When sections from one set of sections (for one well): 
 
cFos - solutions 
1% H2O2 (of 30% H2O2) for endoperoxidase quenching 
30% H2O2      0.1 ml 
PBS      10 ml 
cFos - Blocking solution to reduce non-specific binding 
3%BSA       0.15 g 
10% horse serum      500 µl 
0.3% Triton      15 µl 
PBS      add to 5 ml 
cFos - Primary antibody, cat# sc-52 
rabbit anti-cFos 1:500     1 µl 
blocking solution     500 µl 
cFos – Secondary antibody, cat#BA-1100 
horse anti-rabbit 1:200     2.5 µl 
blocking solution     500 µl 
ChAT – solutions 
ChAT - Blocking solution to reduce non-specific binding 
1%BSA       0.05 g 
10% donkey serum     500 µl 
0.3% Triton      15 µl 
PBS      add to 5 ml 
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ChAT - Primary antibody, cat# AB144P: 
goat anti-ChAT 1:100     5 µl  
blocking solution     500 µl 
Secondary antibody, cat# 150131 
donkey anti-goat 1:1000 647    0.5 µl  
blocking solution     500 µl 
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Painonmuutos ja tilastollinen analyysi 
 
 
Tunnus Ruokinta 24h 2h 26h ruoka
KN003 Normaali - - -0,3 -0,2
KN005 Normaali 0,3 -0,4 -0,1 -0,4
KN007 Normaali -0,6 -0,2 -0,8 -0,3
KN009 Normaali -0,4 -0,4 -0,8 -0,5
KN010 Normaali 0,3 -0,1 0,2 -0,3
KN014 Normaali 0,3 -0,1 0,2 -0,6
KN001 Paasto - - -4,5 -
KN004 Paasto - - -4,8 -
KN008 Paasto -2,9 -0,5 -3,4 -
KN011 Paasto -4,9 -0,1 -5 -
KN017 Paasto -3,6 -0,4 -4 -
KN018 Paasto -4,5 -0,4 -4,9 -
KN002 Paasto + syöminen -4,8 1,5 -3,3 -0,7
KN006 Paasto + syöminen -4,9 1,1 -3,8 -0,7
KN012 Paasto + syöminen -1,7 1,4 -0,3 -0,6
KN013 Paasto + syöminen -3,3 1,7 -1,6 -1
KN015 Paasto + syöminen -4,6 1,8 -2,8 -1,1
KN016 Paasto + syöminen -4,5 1,5 -3 -0,9
Keskiarvot (g) 24 h 2 h 26 h Ruoka
Normaali -0,02 -0,24 -0,26 -0,42
Paasto -3,98 -0,35 -4,33 -
Paasto + syöminen -3,97 1,50 -2,47 -0,83
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Pars basalis telencephali 
 
Pedunculopontine tegmental nucleus 
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Wilcoxon-Mann-Whitney-analyysi 
 
